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POLAR CONSTITUENTS OF THE LEAVES OF Machaonia brasiliensis (RUBIACEAE). Chemical investigation of the MeOH
extract of the leaves of Machaonia brasiliensis (Rubiaceae) resulted in the isolation and identification of 3β-O-β-glucopyranosyl
stigmasterol, 3β-O-β-glucopyranosyl sitosterol, secologanoside, 7-O-β-glucopyranosyl quercetagetin, 4,5-O-dicaffeoylquinic acid
and 5-O-caffeoylquinic acid. The structures of these compounds were established by spectroscopic analysis, including 2D NMR
experiments. The chemotaxonomic relevance of the isolation of secologanoside is discussed.
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INTRODUÇÃO
Machaonia brasiliensis Cham. et Schl. (Rubiaceae) é um arbus-
to espinhoso popularmente conhecido como poaia-do-rio, ocorren-
do, principalmente, nos estados do Pará, Mato Grosso e Goiás, apre-
sentando ainda as sinonímias de Cinchona brasiliensis Hoffm. e
Machaonia spinosa Mart.1. Em um levantamento bibliográfico en-
contramos apenas um relato sobre o estudo químico desta planta
(sob a sinonímia de Machaonia spinosa) como também do gênero
Machaonia, o qual descreve o isolamento do ácido trans-isoferúlico
e da benzamida2.
O presente trabalho descreve o estudo químico das frações pola-
res do extrato metanólico das folhas de Machaonia brasiliensis que
resultou no isolamento e identificação dos esteróides glicosilados
3β-O-β-glicopiranosil estigmasterol (1) e 3β-O-β-glicopiranosil
sitosterol (2), do secoiridóide secologanosídeo (3), do flavonóide 7-
O-β-glicopiranosil quercetagetina (4) e dos ácidos clorogênicos 4,5-
O-dicafeoilquínico (5) e 5-O-cafeoilquínico (6). As estruturas das
substâncias isoladas foram definidas com base na análise de dados
espectroscópicos de IV, EM, RMN 1H e 13C e de experimentos de
DEPT 135o, 1Hx1H COSY e HETCOR. A comparação dos dados
obtidos com os registrados na literatura, permitiu a confirmação das
estruturas dos constituintes químicos isolados.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
O extrato bruto metanólico das folhas de M. brasiliensis foi sub-
metido à partição em solventes fornecendo as frações hexano, cloro-
fórmio, acetato de etila e hidrometanólica. A purificação da fração
clorofórmio, por cromatografia em coluna de sílica gel, resultou no
isolamento de uma mistura dos esteróides glicosilados 3-O-β-
glicopiranosil estigmasterol (1) e 3-O-β-glicopiranosil sitosterol (2)
identificados, principalmente, por comparação de seus dados de RMN
13C com os da literatura3.
A substância 3 foi isolada da fração acetato de etila, após CC em
sílica gel, na forma de um sólido marrom escuro. O espectro de IV
de 3 mostrou bandas de absorção referentes às absorções dos grupos
hidroxila (3350 cm-1) e carbonila (1683 cm-1). Os dados espectroscó-
picos de RMN da substância isolada evidenciaram a presença de
uma unidade carbocíclica de iridóides, caracterizada pelos sinais em
δH 6,93 (d, J = 1,8 Hz, H-3) / δC 147,4 (C-3) e em δH 5,39 (d, J = 3,0
Hz, H-1) / δC 99,6 (C-1), correspondentes a hidrogênio β de um sis-
tema carbonílico α,β-insaturado e hidrogênio metínico ligado ao
C-1, respectivamente4. Este perfil foi confirmado pelos demais si-
nais em δC 119,9 (C-4), 31,1 (C-5) e 39,6 (C-6) no espectro de RMN
13C. A unidade metilenocarboxílica foi determinada pelos sinais em
δH 2,00 (dd, JH-6α/H-6β = 15,8 e JH-6α/H-5 = 12,3 Hz, H-6α) e 2,74 (dd,
JH-6β/H-6α = 15,8 e JH-6β/H-5 = 3,8 Hz, H-6β), correspondentes aos hidro-
gênios ligados ao C-6 (δC 39,6) e pelo sinal de um grupo carboxílico
em δC 184,4 (C-7). A correlação entre os sinais dos hidrogênios diaste-
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rotópicos H-6α e H-6β com o sinal em δH 3,11 (m, H-5) no espectro
de 1H-1H COSY, confirmou o posicionamento do grupo metileno-
carboxílico, estando este ligado ao C-5 do núcleo iridoidal. A pre-
sença de um grupo vinílico foi estabelecida pelos sinais em δC 123,2
(C-10)/
 
δH 5,27 (dd, J = 17,1 e 1,8 Hz, H-10a), δH 5,24 (dd, J = 9,0 e
1,8 Hz, H-10b) e δC 136,2 (C-8)/ δH 5,68 (ddd, J = 17,1; 10,0 e 9,0
Hz, H-8). A correlação do sinal atribuído ao H-8 com o sinal em δH
2,81 (ddd, J = 10,0; 5,7 e 3,0 Hz, H-9), observada no espectro 1H-1H
COSY, confirma o posicionamento da unidade vinílica em C-9. Os
sinais em δH 3,32-3,54 em conjunto com o sinal em δH 4,79 (d, J =
7,8 Hz, H-1’) indicaram a presença de uma unidade β-glicose. Estas
informações, aliadas à análise dos dados de HETCOR, permitiram
atribuir os deslocamentos químicos para todos os hidrogênios e car-
bonos da substância isolada, os quais foram condizentes com os da
literatura para o secoiridóide secologanosídeo (3)4. A estereoquímica
relativa da substância isolada foi deduzida por experimentos de dife-
rença de NOE, nos quais verificou-se que a irradiação do sinal cor-
respondente ao H-5 (δH 3,11) produziu um aumento na intensidade
do sinal em δH 2,81 (H-9).
A substância 4 foi isolada da fração acetato de etila como um
sólido amarelo após CC em sílica gel e filtração em Sephadex LH-
20. O espectro de IV apresentou bandas em 3299 e 1692 cm-1 corres-
pondentes a absorções de grupos hidroxila e carbonila (cetona α,β-
insaturada), respectivamente. O espectro de RMN 1H da substância
isolada mostrou sinais para hidrogênios aromáticos em δH 6,03 (s,
H-8), 7,22 (dd, J = 8,4 e 2,1 Hz, H-6’), 6,74 (d, J = 8,4 Hz, H-5’) e
7,48 (d, J = 2,1 Hz, H-2’) e hidrogênios carbinólicos na região de δH
3,51-3,63 característicos de um flavonóide glicosilado contendo a
quercetagetina (3, 5, 6, 7, 3’, 4’-hexaidroxiflavona) como unidade
aglicônica5. Tal padrão pode ser confirmado pela observação do pico
em m/z 317 (M+• - C6H11O5) no espectro de massas de baixa resolu-
ção. A unidade glicosídica foi caracterizada como β-glicose com base
nos valores de deslocamentos químicos e das constantes de acopla-
mento, obtidos no espectro de RMN 1H. Por comparação dos dados
de RMN 1H com os da literatura5 para os derivados 6-O- e 7-O-β-
glicosilados da quercetagetina foi possível identificar a substância
isolada como 7-O-β-glicopiranosil quercetagetina (4).
A substância 5 apresentou bandas de absorção no espectro de IV
em 3358 cm-1 correspondente a absorções de grupos hidroxila e, em
1695 cm-1 referente à absorção de grupo carbonila α,β-insaturada. O
espectro de RMN 1H de 5 sugeriu a presença de duas unidades cafeoíla
devido aos sinais de dois grupos de hidrogênios olefínicos trans em
δH 7,57 e 6,25 (J = 15,9 Hz, H-7’e H-8’) e em δH 7,49 e 6,17 (J =
15,9 Hz, H-7” e H-8”), de dois duplos dubletos em δH 6,86 e 6,88 (J
= 8,0 e 1,8 Hz, H-6 e H-6”), e dos dubletos em δH 6,72 e 6,71 (J = 8,0
Hz, H-5, H-5”) e em δH 6,99 e 6,97 (J = 1,8 Hz, H-2 e H-2’). Os
sinais para três hidrogênios metínicos em δH 5,10 (dd, J = 10,1 e 3,0
Hz),
 
4,32 (q, J = 3,0 Hz) e 5,68 (m) e para hidrogênios metilênicos
na faixa de δH 1,96 - 2,29 indicaram a presença de uma unidade deri-
vada do ácido quínico. A confirmação dos grupos cafeoíla e do es-
queleto do ácido quínico foi baseada nos espectros de RMN 13C (BBD
e DEPT), especialmente, pelos sinais para dois grupos carbonila das
unidades cafeoíla em δC 168,9 e 168,7, do grupo carboxila em δC
178,0, de dois carbonos metilênicos em δC 40,6 (C-2) e 38,8 (C-6),
um carbono tetrassubstituído em δC 77,0 (C-1) e de três carbonos
oximetínicos em δC 77,0 (C-4), 70,7 (C-3) e 69,5 (C-5). As posições
dos grupos cafeoíla foram determinadas com base nos valores de
deslocamentos químicos e das constantes de acoplamento para H-3,
H-4 e H-5 e comparação destes com os da literatura6, 7 para os isômeros
dos ácidos 3,4-, 3,5- e 4,5-O-dicafeoilquínico. Estes dados, associa-
dos àqueles obtidos da análise dos espectros de RMN bidimensionais
(1H x 1H COSY e HETCOR), confirmaram a identidade da estrutura
da substância isolada como sendo a do ácido 4,5-O-dicafeoilquínico
(5)6,7. Os valores observados para os acoplamentos de H-4 com H-3
e H-5 indicaram uma relação axial-equatorial entre H-4 e H-3 (J =
3,0 Hz) e axial-axial entre H-4 e H-5 (J = 10,5 Hz) confirmando as
posições 4,5-diequatoriais para os grupos cafeoíla. Os experimentos
de diferença de NOE mostraram um aumento na intensidade do si-
nal em δH 4,32 (H-3) pela irradiação de H-4 (δH 5,10) e, ausência de
NOE quando da irradiação do sinal de H-5 (δH 5,68) consolidando a
estereoquímica proposta.
A substância 6 foi isolada da fração hidrometanólica após filtra-
ção em Sephadex LH-20, como um sólido marrom escuro. O espec-
tro de IV de 6 apresentou bandas de absorção referentes às absor-
ções dos grupos hidroxila (3380 cm-1) e carbonila (1691 cm-1). Os
espectros de RMN 1H e 13C mostraram sinais com deslocamentos
químicos semelhantes àqueles apresentados para a substância 5, di-
ferindo apenas na ausência daqueles correspondentes a uma das uni-
dades cafeoíla, sugerindo a ocorrência de um derivado do ácido
quínico contendo apenas um grupo cafeoíla. A comparação destes
dados com os da literatura7, 8 para ácidos clorogênicos contendo uma
unidade cafeoíla permitiu identificar a substância isolada como áci-
do 5-O-cafeoilquínico (6). Os valores das constantes de acoplamento
para H-3, H-4 e H-5 estão de acordo com a estereoquímica relativa
apresentada na estrutura 6.
Inouye e colaboradores9 descreveram um estudo quimiotaxo-
nômico de plantas da família Rubiaceae, sugerindo que as subfamílias
Cinchonoideae e Guettardoideae podem ser caracterizadas pela ocor-
rência de loganinas, secoiridóides e alcalóides indólicos. Uma das
espécies consideradas nesse estudo foi a Guettarda speciosa (tribo
Guettardeae, subfamília Guettardoideae) da mesma tribo e subfamília
à qual pertence a espécie Machaonia brasiliensis. Do estudo de G.
speciosa foram isolados o iridóide ácido logânico e o secoiridóide
secologanina. Assim, a presença do secoiridóide secologanosídeo
(3) em Machaonia brasiliensis reforça a proposta de Inouye, contri-
buindo para os estudos quimiotaxonômicos da tribo Guettardeae e
da subfamília Guettardoideae. Segundo Barroso10, esta subfamília é
representada por apenas quatro gêneros (Guettarda, Chomelia,
Malanea e Machaonia) sendo que, até o momento, os únicos relatos
de estudos químicos resumem-se ao gênero Guettarda.
PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais
Os espectros de absorção na região do IV foram registrados em
um espectrofotômetro Bomem, modelo MB-series, em pastilha de KBr,
na região de 400 a 4000 cm-1. Utilizou-se absorção em 1601 cm-1 de
um filme de poliestireno como referência. Os espectros de massas de
baixa resolução foram obtidos em espectrômetro Shimadzu-CG/MS
modelo QP 2000A operando pelo modo de ionização por impacto
eletrônico (70 eV), equipado com probe para sólidos. Os espectros de
massas de alta resolução foram obtidos em espectrômetro QTOF
(Micromass) pelo modo de ionização electrospray (ESI). Os analitos
iônicos foram formados em metanol/água 1:1 com 0,1% de ácido
fórmico. Os espectros de RMN de 1H e 13C foram obtidos em
espectrômetro Varian modelo Gemini 2000, operando a 300 MHz para
1H e 75,5 MHz para 13C, tendo como referência interna o tetrametilsilano
(TMS) ou o próprio solvente. Os deslocamentos químicos (δ) foram
dados em ppm e os solventes utilizados foram CDCl3, CD3OD e D2O.
As cromatografias em coluna foram realizadas em colunas de vidro,
utilizando-se sílica gel 60 (0,063 – 0,200 mm) da Merck e Sephadex
LH-20 (Sigma). Nas cromatografias em placa utilizaram-se sílica gel
60 GF254 e sílica gel 60 G da Merck. As revelações das placas foram
efetuadas por irradiação no ultravioleta λ = 254 e 366 nm, e pulveriza-
ção com solução de H2SO4/MeOH 1:1, seguida de aquecimento.
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Material vegetal
A espécie vegetal Machaonia brasiliensis foi coletada às mar-
gens da bacia de inundação do rio Paraná na região de Porto Rico/
PR, em outubro de 2000. A exsicata do material vegetal encontra-se
depositada no Herbário da Universidade Estadual de Maringá sob
registro no HUM 3920.
Extração e isolamento dos constituintes químicos
As folhas de Machaonia brasiliensis (426,0 g) foram secas ao
ar, pulverizadas e extraídas exaustivamente com metanol, à tempera-
tura ambiente, fornecendo 14,36 g do extrato bruto metanólico após
remoção do solvente sob vácuo em evaporador rotativo. O extrato
metanólico foi solubilizado em MeOH:H2O 1:1 e submetido à parti-
ção em hexano, clorofórmio e acetato de etila, o que resultou nas
frações hexano (1,41 g), clorofórmio (3,98 g), acetato de etila (7,35
g) e hidrometanólica (1,62 g). A fração clorofórmica (3,98 g) foi
fracionada em coluna de sílica gel e eluída com misturas de CHCl3/
MeOH em ordem crescente de polaridade. A purificação da fração
eluída em CHCl3/MeOH 10% por recristalização (acetona/metanol)
forneceu a mistura dos esteróides 1 e 2 (14,0 mg).
Parte da fração acetato de etila (5,92 g) foi fracionada em coluna
de sílica gel, utilizando-se como eluentes misturas de CHCl3/MeOH
em gradiente de polaridade. A purificação da fração eluída em CHCl3/
MeOH 20% (1,09 g) por CC em sílica gel (AcOEt, AcOEt/MeOH 2-
50% e MeOH; 15 subfrações) seguida da recristalização (acetona/
metanol) da subfração 14 (eluída em metanol) resultou no isolamen-
to da substância 3 (9,5 mg). Cromatografia em coluna da fração
CHCl3/MeOH 30% (Sephadex LH-20; H2O, H2O:MeOH 1:1 e
MeOH) forneceu a substância 4 (3,1 mg). A purificação de outra
parte da fração acetato de etila (1,43 g) por filtração em Sephadex
LH-20 (H2O, H2O/MeOH 1:1 e MeOH) levou ao isolamento da subs-
tância 5 (15,2 mg).
A fração hidrometanólica (1,62 g), resultante da partição do ex-
trato bruto metanólico, forneceu a substância 6 (25,0 mg), após su-
cessivas CC em Sephadex LH-20 utilizando-se H2O, H2O:MeOH
3:1, H2O:MeOH 1:1, H2O:MeOH 1:3 e MeOH como eluentes.
Secologanosídeo (3)
Aspecto físico: sólido marrom. IV ν
max
 KBr cm-1: 3350, 1683, 1639.
ESEMAR, m/z (int. rel. %): 413,1351 [M+Na]+ (100), 369 [M+Na-
44]+ (13), 251 [M+Na-162]+ (99), 233 (30), 207 (13), 181 (11). Massa
calculada para C16H22O11: 390,11621. RMN 1H (300 MHz, D2O)δ ppm (multiplicidade, J): 5,39 (d, J = 3,0 Hz, H-1); 6,93 (d, J= 1,8
Hz, H-3); 3,11 (m, H-5); 2,00 (dd, J = 15,8, 12,3 Hz, H-6a); 2,74 (dd,
J = 15,8; 3,8 Hz, H-6b); 5,68 (ddd, JH-8/H-10a = 17,1; JH-8/H-9 = 10,0 e
JH-8/H-10b = 9,0 Hz, H-8); 2,81 (ddd, JH-9/H-8 = 10,0; JH-9/H-5 = 5,7 e
JH-1/H-9 = 3,0 Hz, H-9); 5,27 (dd, J = 17,1; 1,8 Hz, H-10a); 5,24 (dd, J
= 9,0; 1,8 Hz, H-10b); 4,79 (d, J = 7,8 Hz, H-1’); 3,35 (H-2’); 3,51
(H-3’); 3,41 (H-4’); 3,47 (H-5’); 3,93 (dd, J = 12,6; 1,8 Hz, H-6’a); 3,73
(dd, J = 12,6; 5,6 Hz, H-6’b). RMN 13C (75,5 MHz, D2O) δ ppm (BBD):
99,6 (C-1) 147,4 (C-3); 119,9 (C-4); 31,1 (C-5); 39,6 (C-6); 184,4
(C-7); 136,2 (C-8); 46,4 (C-9); 123,2 (C-10); 179,1 (C-11); 101,0
(C-1’); 75,6 (C-2’); 78,4 (C-3’); 72,6 (C-4’); 79,2 (C-5’); 63,7 (C-6’).
7-O-β-glicopiranosil quercetagetina (4)
Aspecto físico: sólido amarelo. IV ν
max
 KBr cm-1: 3299, 1692,
1649. IEEM m/z (int. rel. %): 317(4), 316(9), 302(18), 286(10), 149(2),
137(2). RMN 1H (300 MHz, D2O) δ ppm (multiplicidade, J): 7,48 (d,
J = 2,1 Hz, H-2’); 6,74 (d, J = 8,4 Hz, H-5’); 7,22 (dd, J = 8,4; 2,1 Hz,
H-6’); 6,03 (s, H-8); 3,76 (dd, J = 7,8; 9,9 Hz. H-2”); 3,51-3,63 (m, H-
3”, H-4”, H-5” e H-6”a); 3,90 (d, J = 3,3 Hz, H-6”b).
Ácido 4,5-O-dicafeoilquínico (5)
Aspecto físico: sólido marrom. IV ν
max
 KBr cm-1: 3358, 1695, 1630.
ESEMAR, m/z (int. rel. %): 539,1583 [M+Na]+ (13), 517 [M+H]+ (28),
499 (23), 355 (9), 163 [cafeoil]+ (100). Massa calculada para C25H24O12:
516,126776. RMN 1H (300 MHz, CD3OD) δ ppm (multiplicidade, J):
1,96- 2,29 (m, H-2ax, H-2eq); 4,32 (q, J = 3,0 Hz, H-3); 5,10 (dd, J =
10,1; 3,0 Hz, H-4); 5,68 (m, H-5); 1,96-2,29 (m, H-6ax, H-6eq); 6,99
(d, J = 1,8 Hz, H-2’); 6,72 (d, J = 8,0 Hz, H-5’); 6,86 (dd, J = 8,0; 1,8
Hz, H-6’); 7,57 (d, J = 15,9 Hz, H-7’); 6,25 (d, J = 15,9 Hz, H-8’); 6,97
(d, J = 1,8 Hz, H-2”); 6,71 (d, J = 8,0 Hz, H-5”); 6,88 (dd, J = 8,0; 1,8
Hz, H-6”); 7,49 (d, J = 15,9 Hz, H-7”); 6,17 (d, J = 15,9 Hz, H-8”).
RMN 13C (75,5 MHz, CD3OD): δ ppm (BBD): 77,0 (C-1); 40,6 (C-2);
70,7 (C-3); 77,0 (C-4); 69,5 (C-5); 38,8 (C-6); 178,0 (C-7); 127,9 (C-
1’); 127,8 (C-1”); 115,2 (C-2’; C-2”); 149,8 (C-3’, C-3”); 147,8 (C-4’);
146,1 (C-4”); 116,6 (C-5, C-5”); 123,3 (C-6’, C-6”); 147,5 (C-7’); 147,8
(C-7”); 115,0 (C-8’); 114,9 (C-8”); 168,9 (C-9’); 168,7 (C-9”).
Ácido 5-O-cafeoilquínico (6)
Aspecto físico: sólido amorfo marrom. IV ν
max 
KBr cm-1: 3380,
1691. ESEMAR, m/z (int. rel. %): 377,1105 [M+Na]+ (100), 359
[M+Na-H2O]+ (13), 215 (48), 197 (15), 185 (21), 163 (21). Massa
calculada para C16H18O9: 354,095082. RMN 1H (300 MHz, D2O) δ
ppm (multiplicidade, J): 2,05 (d, J = 12,0 Hz, H-2ax); 1,96 (d, J =
12,0 Hz, H-2eq); 4,26 (d, JH-3/H-4 = 3,0 Hz, H-3); 3,87 (dd, JH-4/H-5 =
10,5 e JH-4/H-3 = 3,0 Hz, H-4); 5,33 (td, JH-5/H-4 = 10,5; JH-5/H-6ax = 10,5
e JH-5/H-6eq = 4,6 Hz, H-5); 2,15 (m, H-6eq e H-6ax); 7,15 (d, J = 1,8
Hz, H-2’); 6,91 (d, J = 8,4 Hz, H-5’); 7,06 (dd, J = 8,2; 1,8 Hz, H-
6’); 7,60 (d, J = 15,9 Hz, H-7’); 6,34 (d, J = 15,9 Hz, H-8’). RMN
13C (75,5 MHz, D2O): δ ppm (BBD): 79,9 (C-1); 40,2 (C-2); 73,8
(C-3); 75,9 (C-4); 74,2 (C-5); 41,4 (C-6); 184,0 (C-7); 130,1 (C-1’);
118,2 (C-2’); 147,4 (C-3’); 150,2 (C-4’); 119,3 (C-5’); 125,7 (C-
6’); 149,2 (C-7’); 117,8 (C-8’); 172,3 (C-9’).
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